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論文内容要旨
 Cyclindependentkinase(CDK)inhibitorであるp27姻はCDK活性を抑制することで細
 胞周期を負に制御し,細胞増殖を抑制する。また,個体発生における器官形成や細胞の癌化抑制
 においても重要な働きをしており,乳癌,肺癌,胃癌など多くの腫瘍において,p27回の発現量
 の低下とその悪性度に強い相関が認められている。ところが,癌細胞におけるp27嗣の遺伝子
 変異はほとんど見られないことから,これら予後不良の癌ではp27姻の分解活性が亢進してい
 ると考えられておりp27例の分解調節機構が注目されている。その分解機構はすべて解明され
 たわけではないが,p27梱の分解には,cyclin/CDKcomplexによるリン酸化,SCFcomplex
 を介したユビキチン化とプロテアソームによる分解,そして細胞内局在の変化が重要であるとさ
 れる。そのうちの一つである細胞内局在に影響をあたえる分子としてJab1(Junactivating
 bindingpro七ein)が報告されている。p27酬がCDKinhibitorとして働くためには核内に存在
 することが必要であるが,核内のp27姻はJab1と結合して細胞質へ運ばれそこで分解が促進
 される。また,p27姻とJab1の発現が乳癌において相関することが報告されている。
 我々は,これまでにアデノウイルスにp27捌を組み込んだ(Adp27-wt)が,p53の変異に係
 わらず癌細胞にapoptosisを誘導することを示し,癌遺伝子治療に広く応用できる可能性を示し
 てきた。そして,p27剛のアミノ酸187番目のスレオニンをメチオニンに変換して,ユビキチン
 化による分解を抑制した変異型p27剛を組み込んだアデノウイルス(Adp27-mt)が,野生型p
 27剛を組み込んだAdp27-wtよりさらにapoptosisを増強し,p27制の分解を抑制することで
 抗腫瘍効果が高まった。しかし,Adp27-mtはMDA-MB-231(乳癌細胞株)では抗腫瘍効果の
 増強がみられたものの,TFK-1(胆管癌細胞株)ではその効果は不十分であった。そこで今回
 私は,さらにp27^''"を安定化させるためJab1を介した核外輸送に着目し,Jab1結合領域を欠
 損させたp27切を発現するアデノウイルス(Adp27-Jab-d)を開発しその抗腫瘍効果を主に
 TFK-1細胞株で検討した。
 p27棚の発現はWestemblotで確認された。その発現量に増加は認めなかったが,p27-jab-d
 の蛋白安定性を野生型p27剛(p27-wt)と比較したところ,p27-wtが1.5時間の半減期である
 のに対し,p27-jab-dは2.7時間に延長し,蛋白の安定性が増していることが確認された。MTT
 アッセイでは,Adp27-jab-d,Adp27-mt,Adp27-wtの順に抗腫瘍効果の増強を認め,Adp27-
 jab-dはIC50値でAdp27-wtの4.6倍の抗腫瘍効果を認めた。さらに,その細胞傷害性の増強
 がapoptosisによるものかどうかを各種apoptosisアッセイにて検討した。その結果,sub-Gl
 比率の著明な増加(Adp27-wtが18.5%に対しAdp27-jab-dでは33%)と,PARPのWes七ern
 blotにおける,apoptosisの指標であるcleavageバンドの増加がみられ,apoptosisの誘導が示
 唆された。しかし,TUNELではapoptosisの誘導は認めるものの,Adp27-mtほどapoptosis
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 は増強しておらず,Adp27-jab-dはapoptosisのみならず11ecrosis作用も誘導することにより
 抗腫瘍効果を高めていると考えられた。p27-jab-dはcyclin/CDKの結合部位は保存されている
 が,97-151番目のアミノ酸を欠失したp27剛であり,CDKinhibitorとしてp27-jab-dが機能
 していることをcdc2killaseassay,Rbのリン酸化及び細胞周期で検討した。細胞周期では
 Adp27-wt,Adp27-mt,Adp27-jab-dともS期が低下し,細胞周期の停止が確認された。また
 WesternblotにてRbのリン酸化抑制を同等に認め,cdc2kinase活性も著明に減少しており,
 CDKinhibitorとしての機能が確認された。p27-jab-dはJab1と結合しないため,核内から細
 胞質への輸送が抑制されていると考えられるが,p27嗣の細胞内局在の免疫染色では,Adp27-
 jab-dはAdp27-wtと同様にp27甲の強発現が確認され,その局在に違いはなかったが膨化した
 細胞が多く,necrosisが示唆された。さらにSCIDmouseを用いた胆管癌皮下腫瘍モデルでは
 有意に抗腫瘍効果の増強が確認された。また,非腫瘍細胞に対する影響をヒト線維芽細胞WI-38
 で検討した。細胞周期,sub-Gl比率では変化が少なかった。MTTassayでは,Adp27-jab-d
 は非腫瘍細胞に対しても細胞傷害性が高かったが,10pfu/ce11以下のウイルス量では傷害性は
 認めなかった。これは,WI-38が細胞周期におけるGO-G1期に多いため,分裂の盛んな癌細胞
 に比べ細胞周期抑制による効果が少ないためと考えられた。さらに,各種癌細胞におけるJab1
 とp27例の発現とウイルスの細胞傷害性の関連性を検討した。Jab1が強く発現する細胞株では
 p27梱が減少している傾向が認められ,内在性にp27嗣を発現している細胞株ではAdp27-mt
 はAdp27-wtより細胞傷害性を増強しなかった。これは内在性にp27岬を発現している細胞株
 ではp27棚が発現していても細胞が増殖する機構が存在し,そのためにAdp27-mtによって
 p27姻の発現を強化しても細胞傷害性が増強されなかったと考えられる。一方Adp27-jab-dは
 これら内在性にp27例を発現している細胞株においても細胞傷害性を増強していた。この事実
 はAdp27-jab-dが,p27発現によるapoptosisだけでなくnecrosisのような別の機序も誘導し
 て細胞傷害性を高めているというTUNELでの検討に一・致する。そして,その機序を探るべく,
 apoptosis経路の一つであるFas,FasL及びcyciinB,Dを検討したが,その機序の解明には
 至らなかった。
 以.ヒより,Adp27-jab-dはapoptosisに加えnecrosisも誘導することで抗腫瘍効果を高める。
 これは低ウイルス量で,同程度の細胞傷害を癌細胞に誘導することになり,ウイルスによる副作
 用の軽減に繋がり,Adp27-jab-dは癌治療に有効であると考えられる。
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 審査結果の要旨
 p27}はCDK活性を抑制することで細胞周期を負に制御し,細胞増殖を抑制する。また,個
 体発生における器官形成や細胞の癌化抑制においても重要な働きをしており,乳癌,肺癌,胃癌
 など多くの腫瘍において,p27制の発現量の低下とその悪性度に強い相関が認められている。
 p27姻の分解には,SCFcomplexを介したユビキチン化とプロテアソームによる分解,そして
 細胞内局在の変化が重要であるとされる。そのうちの一つである細胞内局在に影響をあたえる分
 子としてJab1(Junactivatingbindingprotein)が報告されている。p27剛がCDKinhibitor
 として働くためには核内に存在することが必要であるが,核内のp27馴はJab1と結合して細
 胞質へ運ばれそこで分解が促進される。当教室ではこれまでにアデノウイルスにp27刷を組み
 込んだ(Adp27-wt)が,p53の変異に係わらず癌細胞にapoptosisを誘導することを示し,癌
 遺伝子治療に広く応用できる可能性を示してきた。そこで本研究では,さらにp27馴を安定化
 させるためJab1を介した核外輸送に着目し,Jabl結合領域を欠損させたp27々'∫"を発現するア
 デノウイルス(Adp27-Jab-d)を開発しその抗腫瘍効果を検討した。
 p27-jab-dは野生型p27嗣(p27-wt)に比べて半減期が延長し,蛋白の安定性が増していること
 が確認された。MTTアッセイでは抗腫瘍効果の増強を認め,Adp27-jab-dはIC50値でAdp27-wt
 の4.6倍の抗腫瘍効果を認めた。さらに,その細胞傷害性の増強がapoptosisによるものかどう
 かを各種apop七〇sisアッセイにて検討した結果,sub-Gl比率の著明な増加,PARPのcleavage
 バンドの増加がみられ,apoptosisの誘導が示唆されたが,TUNELではapoptosisはそれほど
 増強しておらずAdp27-jab-dはapoptosisのみならずnecrosis作用も誘導することにより抗腫
 瘍効果を高めていると考えられた。また,CDKinhibitorとしてp27-jab-dが機能しているこ
 とはcdc2kinaseassay,Rbのリン酸化及び細胞周期で確認された。p27馴の免疫染色では
 p27馴の強発現が確認され,また,膨化した細胞が多く,necrosisが示唆された。さらにSCID
 mouseを用いた胆管癌皮下腫瘍モデルでは有意に抗腫瘍効果の増強が確認された。そして非腫
 瘍細胞に対する影響は少ないことが確認された。
 本研究は,蛋白の安定化をはかったAdp27-jab-dが,野生型のAdp27-wtよりも抗腫瘍効果
 を高めることを示したもので,これは低ウイルス量で,同程度の細胞傷害を癌細胞に誘導するこ
 とになり,ウイルスによる副作用の軽減に繋がる。癌の遺伝子治療への応用に寄与するものであ
 り,学位論文に値する重要な研究といえる。
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